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WE KIRALI Chilo suppressalis Walker 对 杀 蜡 硫 磷 抗 性 发 生 的 机 理 进 行 了 较为 全 
面 的 研究 。 活 体 增 效 作用 研究 表明 , 脱 叶 研 (DEF) 和 氧化 胡椒 基 丁 醚 (PBO) 对 抗 性 种 群 可 
分 别 增 效 1.3 和 34.8 倍 。 这 表明 了 多 功能 氧化 酶 (MFO) 活性 增强 。 而 似乎 与 水 解 酶 的 活 
性 无 关 。 对 离 体 解毒 酶 的 进一步 研究 表明 , 抗 性 和 敏感 种 群 的 非特 异性 酯 酶 活力 无 明显 差异 ， 
(MRM (CorE, A 10~mol/L 的 毒 扁豆 碱 ) 和 MFO 的 活力 在 抗 性 种 群 中 有 所 增高 。 
R 种 群 幼虫 CarE 活力 分 别 是 的 2.42 和 2.92 倍 ( 以 “<- 和 p- 乙 酸 蒜 本 为 底 物 ); R 种 群 幼虫 
MFO 的 9- 陪 甲 基 作 用 的 活力 为 s 幼虫 的 1.43 倍 ( 以 对 确 基 获 香 醚 为 底 物 ); R 幼虫 乙酰 胆 碱 
MANS (ACE) 对 乙酰 胆 碱 的 活力 是 的 1.3 倍 , 两 者 相差 不 大 。 但 从 米 氏 常数 (Ka) 和 最 大 
反应 速度 (Voss) Eo R 幼虫 是 s 幼虫 的 1.7 和 1.6 倍 3 以 对 扎 磷 为 抑制 剂 的 了 幼虫 be 是 S 
幼虫 的 2 Ho KM RPT RASH) AChE 是 不 同 的 。 研 究 结果 还 表明 ,二 化 晨 对 杀 帜 硫 辜 抗 
性 的 机 理 至 少 包括 : (1) CarE 活性 的 增高 ; (2) MFO 的 0- 脱 甲 基 活力 的 增高 和 (3) 
AChE 敏感 性 的 降低 等 。 


关键 调 LR RAK TENE 


TÆR Chilo suppressalis Walker 是 我 国 长 江 流 域 及 南方 稻 区 的 主要 害虫 ,也 是 稳 
田 化 学 防治 的 主要 对 人 象 。 日 本 、 朝 鲜 及 我 国人 台湾 地 区 已 先后 报道 了 二 化 螟 对 有 机 和 握 和 有 
机 磷 发 生 了 抗 性 上 4。 国 内 对 二 化 蜡 抗 性 的 研究 始 于 80 年 代 中 期 ,近年 来 日 益 受 到 重视 。 
据 王 强 等 叫 和 褚 柏 等 旬 对 江苏 .四 川 和 安徽 等 地 区 二 化 蜡 抗 性 的 研究 ， 均 未 发 现 有 明显 的 
抗 狂 产生 。 在 抗 性 形成 的 初期 实施 各 种 预防 性 治理 策略 将 起 到 有 效 控制 抗 性 发 展 的 作 
用 。 但 抗 性 风险 的 评估 和 抗 性 治理 策略 的 研究 都 离 不 开 抗 性 机 理 、 特 点 (稳定 性 、 交 互 抗 
性 谱 等 ) 和 抗 性 遗传 等 方面 的 研究 中。 目前 国内 外 对 二 化 蚜 的 抗 性 研究 大 多 集中 于 抗 性 监 
测 ， 而 对 抗 性 机 理 尚 未 作 进 一 步 深入 研究 。 本 文 以 室内 筛选 获得 的 抗 杀 晨 硫 磷 二 化 晨 为 
对 象 , 从 活体 和 离 体 研 究 两 方面 着 手 ， 对 其 抗 性 产生 的 生化 机 理 进 行 了 较为 详细 的 阐述 ， 
以 期 为 二 化 蝇 抗 性 洽 理 系统 的 研究 提供 理论 依据 。 


1 材料 和 方法 
1.1 tee 
111 虫 源 :将 采集 于 上 海宝 山 县 水 稻田 的 二 化 蜡 卵 块 携 回 室内 饲养 ,稳定 后 将 该 种 群 分 


”本 研究 为 国家 “ 八 五 ?攻关 课题 中 的 部 分 内 容 。 
本 文 于 1993 年 12 月 收 到 。 
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为 两 部 分 ,一 部 分 以 单 卵 块 选 育 法 选择 敏感 品系 (S)。 其 方法 是 每 一 代 将 对 杀 蜡 硫 磷 敏感 
性 高 的 存 块 作为 亲本 保留 ， 产 卵 繁殖 后 代 。 另 一 部 分 则 在 3 龄 幼虫 阶段 以 LC, HAR 
AAPEEE. ERAR 7 代 后 ,其 抗 狂 上 升 了 14 售 , 作 为 供 试 抗 性 品系 (R)。 
11.2 RHEA: 975% 杀 晨 硫 磷 系 德国 Bayer 公司 产品 ; 99% MMB RH ICI 
公司 产品 ;氧化 胡椒 基 丁 栈 (PBO) 为 英国 Kock-Light LEZER; 99% S,-S,-S-= 
T#=-CRRABS RAR, DEF) 由 美国 Mobay 公司 农业 化 学 部 提供 ; c- 和 8- 酷 
MIR (c-NA、8-NA) 为 上 海 分 析 试 剂 厂 产品 ; 毒 扁豆 碱 为 德国 Fluka 公司 产品 ; 99% 
碘 化 太 代 乙酰 胆 碱 (ATCh) 和 98% 5,5 -二 了 硫 - 双 (2- 硝 基 葵 甲酸 ) (DTNB) 均 为 Carl 
Roth 产品 ， NADPH 和 Triton X-100 为 Sigma 公司 产品 。 其 它 均 为 分 析 纯 或 化 学 纯 
试剂 。 

1.2 实验 方法 

12.1 HWE: 参照 FAO” 推荐 的 点 滴 法 。 将 lel 杀 虫 剂 的 丙酮 液 点滴 于 6 龄 幼虫 
的 中 胸 背 板 , 于 26°C, 16h 光照 条 件 下 恢复 48h 后 检查 死亡 率 。 活 体 增 效 作 用 测定 是 先 点 
滴 一 定量 的 增 效 剂 (10pg/ 头 )，1h ABABA AHO. H Finney 的 机 率 值 分 析 法 编制 
的 软件 进行 结果 统计 分 析 , 求 出 毒 力 回归 线 、LDs;。 和 卡 方 值 《X?*》 等 。 

12.2 ” 醒 酶 和 羧 酸 酯 酶 活性 测定 : 将 幼虫 置 于 0.1mol/L 磷酸 缓冲 液 (pH = 7.0) HY 
浆 ， 然 后 以 14000r/min 离心 15min, 取 上 清 液 作 酶 源 。 活 性 测定 方 夸 参照 Van Aspe- 
ren"? PORTE. AT CRAB RRR (AChE) 对 a-NA 和 p-NA 都 有 水 解 作 用 , 此 时 测 
得 的 酯 酶 活性 本 文 称 为 非特 异性 醋 酶 或 统称 酯 酶 活性 ,而 加 了 AChE 的 抑制 剂 毒 扁 豆 碱 
(10 “mol/L) 后 所 测 得 的 酯 酶 活性 称 凌 酸 酯 酶 《CarE) 活性 。 

1.2.3 SHEREE (MFO) O- 脱 甲 基 作 用 : ”参照 Hansen 和 Hodgson" 的 方 法 。 
CAS (p-NA) 为 底 物 ，3ml 反应 混合 液 中 包括 0.5 mmol/L NADPH, 7.5 
mmol/L MgSO,, 0.05mol/L Tris 缓冲 液 (pH7.9)、1.5% 和 牛 血 清 蛋 和 白 、2.0 mol/L p- 
NA Ñ iml BR, F30CHRRBRM 30min, 用 imol/L HCl 中 于 反应。 然后 加 
人 等 量 的 氯仿 (5ml) 摇 匀 抽 提 ,吸取 3ml 的 氯仿 层 与 3ml 0.>mol/L NaOH #4. HW 
提 。 在 Beckman DU-65 分 光 光 度 计 上 读 出 NaOH 层 ( 含 产物 对 硝 基 葵 酚 ) 在 412nm 处 
的 光 吸 收 值 。 | 

1.2.4 AChE 活性 和 动力 学 性 质 研究 ， BRT 0.5% Triton X-100 的 0.1mol/L 
磷酸 缓冲 液 (pH7.5) OH, F 14000r/min 离心 20min, 取 上 清 液 作 酶 源 ， 活 性 及 对 氧 
Be HRA Cin) 的 测定 参照 唐 振 华 等 上 的 方法 。 用 Lineweaver-Burk 作 图 法 求 出 
Ka AI Voa {Ho 

1.2.5 蛋白 测定 ; 用 Lowry” 的 方法 。 


2 结果 与 讨论 
2.1 活体 增 效 作用 测定 

采 自 上 海宝 山 县 的 二 化 螟 野外 种 群 经 连续 7 代 的 选 育 后 ，R 和 S MAD RAR 
的 LD 分 别 为 109.07 和 7.72pg/g 体重 , 抗 性 指数 达 14.1 倍 ( 表 1). 及 品系 毒 力 回归 线 
的 斜率 Cb 值 ) 为 1.79, 表 明 该 抗 性 品系 杂 合 性 较 高 ,尚未 达到 纯 合子 抗 性 阶段 。 用 水 解 酶 
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和 MFO 酶 的 抑制 剂 DEF 和 PBO 进行 活体 增 效 作用 的 测定 ， 其 结果 表明 DEF 对 及 
二 系 几乎 不 表现 增 效 作用 ( 增 效 比 为 13), 而 PBO 则 有 较 强 的 增 效 作用 ， 增 效 比 达 34.8 
倍 。 这 一 结果 揭示 了 MFO 可 能 参与 了 二 化 晨 对 杀 景 硫 磷 抗 性 的 形成 , 而 与 水 解 酯 酶 的 
关系 不 大 。 但 由 于 未 对 这 两 种 增 效 剂 对 S 品系 的 增 效 作用 作 更 多 的 研究 ， 因 此 这 一 结论 
有 待 离 体 解 毒 酶 活性 的 研究 。 

Bi 抗 性 和 敏感 品系 对 杀 星 硫 磷 的 LD;。 及 DEF 和 PBO 对 抗 性 品系 的 增 效 作用 


药剂 和 增 效 剂 LDS BABAR 抗 柱 指数 Haet 
RMS) 7.72 Y = 7.8290 + 2.0981X 1.0 = 
ARRACR) 109.87 Y = 5.3427 + 1.7941X 14.1 * 
HG B+ DEF 81.06 Y = 5.2487 + 0.7774X z 1.3 
RHE + PBO 3.13 Y = 5.9268 + 0.5346X = 34.8 


*pg/g KES ** RGR LDs,/ 加 增 效 刘 后 LD;s。 


2.2 Mi MBSE Ha 
2.2.1 非特 异性 酯 酶 和 CarE 活性 : 以 a-NA 和 8-NA 为 底 物 分 别 测 定 了 R 和 3S 幼 
上 下 中 非特 异性 酯 酶 和 CarE 的 活力 ， 其 结果 见 表 2。 结 果 表 明 ， 同 一 品系 对 不 同 底 物 的 


表 2 RAS 幼虫 的 非特 异性 梧 酶 、CarE 和 MFO 的 活力 





m MIA nmol/(mg 蛋白 * min) 相对 倍数 
R S (R/S) 
Mi: | 
a-Z BRS 0.1574+0.015* 0.1154+0.005 1.37 
8-7, AS 0.16840.025 0.1014:0.015 1.66 
CarE: 
a- BER 0.1300 0.06240.004 2.42 
-LEAK 0.132+0.018 0.052+0.020 2.92 


MFO | 0.240 士 0.080 0.168 士 0.015 1.43 
* 结果 为 3 次 实验 的 平均 值 * 以 下 周 . 


总 酯 酶 活性 差异 不 大 ,但 在 不 同 品系 中 的 表现 却 存 在 差异 。 对 于 RR 幼虫 , 以 a-NA AK 
物 的 酯 酶 活性 低 于 以 8-NA 为 底 物 的 活性 ， 而 对 于 5 幼虫 ， 以 c-NA 为 底 物 的 活 狂 则 
高 于 以 p-NA 为 底 物 的 活性 。 就 同一 底 物 来 说 , R 幼虫 的 酯 酶 活性 略 高 于 S 幼虫。 加 入 
毒 扁 豆 碱 抑制 后 测 得 的 CarE 活性 其 变化 趋势 与 总 酯 酶 活性 变化 的 趋势 一 致 , 且 不 论 何 
种 底 物 , R 幼虫 的 CarE 活性 都 明显 高 于 S 幼虫 ,差异 达 2.5 倍 。 这 些 差异 表明 RR 幼虫 的 
楷 酶 同 功 酶 发 生 了 变化 ,也 可 能 正 是 这 一 变化 导致 了 DEF 的 活体 增 效 作用 不 明显 , 即 与 
抗 性 有 关 的 酯 酶 同 功 酶 对 DEF 不 敏感 ,因而 不 表现 增 效 作用 叹 。 由 此 可 见 ,在 根据 活体 
增 效 作用 的 结果 进行 推测 时 需要 特别 说 愤 , 当 某 种 增 效 剂 不 能 阻 断 某 个 代谢 途径 ,因而 不 
表现 增 效 作用 时 ， 并 不 能 完全 排除 该 代谢 途径 参与 抗 性 形成 的 可 能 性 。 由 上 述 的 结果 可 
以 推断 ,二 化 蜡 对 杀 蜡 硫 磷 抗 性 的 产生 , 凑 酸 醚 酶 似乎 参与 了 这 一 过 程 ， 其 活性 的 增高 是 
抗 性 产生 的 机 理 之 一 。 

2.2.2 MFO 的 O- 脱 甲 基 作 用 : O- 陪 甲 基 作 用 是 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 代 谢 的 
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一 个 重要 步骤 。 以 p-NA 为 底 物 ( 它 在 MFO 的 作用 下 可 脱 去 D- 甲 基 生 成 对 而 基 葵 酚 》 
测定 了 R 和 S 幼虫 的 MFO 活力 。 表 2 的 结果 表明 ，R 幼虫 的 MFO 活性 是 S 幼虫 的 
1.43 倍 ， 这 与 活体 增 效 作用 的 结果 是 一 致 的 。 但 离 体 MFO 活性 的 差异 不 及 活体 增 效 作 
用 明显 ， 这 可 能 与 MFO 的 作用 方式 广 谱 有 关 ，O- 脱 甲 基 作 用 仅仅 是 其 作用 之 一 。 总 
ZACH RR HES MFO 的 活性 增高 有 关 。 

2.2.3 ” 靶 标 酶 一 一 AChE 的 研究 : 表 3 列 出 了 R 和 S$ 品系 幼虫 的 AChE HA, KKH 
数 (K。)、 最 大 反应 速度 (Vwsx) 和 对 和 氧 磷 的 抑制 中 浓度 (ls,)。 结 果 表 明 R AIS 幼虫 的 
AChE 活力 虽 存 在 一 定 的 差异 ， 但 并 不 显著 。R 幼虫 AChE BARES 幼虫 的 1.3 倍 ; 
R 幼虫 AChE 的 Ks。 是 5 幼虫 的 1.7 倍 。 可 见 R 和 S 幼虫 的 AChE 有 着 质 的 不 同 。R 
幼虫 的 Be 是 S 幼虫 的 2 倍 ,从 而 进一步 证 实 了 R 和 S 幼虫 ACHE 存在 质 的 差异 。 


表 3 RAS hm ACHE MEH, Vo. HK. CRNA 1. 


OR s R/S 





AChE 活力 * . 741.28 土 36 584.07+ 42 1.3 
K,,( mol/L) 2.86 X10-: 土 0 ,81 1.66 X1075+0 .44 1.7 
Vè 42.60 +4.50 25.90+ 7.60 1.6 
I,,( mol/L) 4.36X1077$1.10 2.23 10-7+0.60 2°0 


* nmol/(mg HA - min), 


QAR, APL AE BAS Kh BH HSPs AChE, MRR 
了 突 触 间 的 神经 传导 。 抗 性 昆虫 有 可 能 使 AChE 产生 变 构 ， 降 低 与 有 机 磷 和 和 氨基 甲酸 
酯 类 杀 虫 剂 的 亲和力 ， 从 而 表现 出 敏感 度 降低 。 Hama"? 认为 变 构 的 AChE 与 正常 的 
AChE 的 K, 和 值 相差 其 小 ,一 般 是 在 2 倍 以 内 , 且 变 构 的 ACRE 且 具 有 特殊 的 底 物 特异 
性 。 变 构 的 AChE 与 正常 的 AChE 对 以 ATCh 为 底 物 的 活性 方式 是 存在 明显 差异 的 。 
变 构 AChE 对 碘 化 丙 酰 胆 碱 《PrTCh》 的 活性 较 正常 AChE 高 ,而且 无 论 是 哪 一 种 底 
物 当 其 浓度 达 10mol/L 以 上 时 ,正常 AChE 会 产生 底 物 抑制 现象 , BH AChE 在 测 
定 的 底 物 浓度 下 则 不 存在 底 物 抑制 现象 。 唐 振 华 等 aa 对 抗 性 小 菜 蛾 AChE 的 研究 也 得 
到 了 类 似 的 结果 。 抗 姓 小 菜 蛾 幼虫 AChE 没有 底 物 抑制 现象 , 对 ATCh 的 活力 不 仅 比 
S 幼虫 低 一 倍 多 ,其 Ks 值 要 比 $ 幼虫 高 100 多 倍 。 据 此 他 们 认为 ， 小 菜 蛾 AChE 的 变 
构 不 仅 涉及 与 抑制 剂 结合 的 有 关 氮 基 酸 残 基 ， 而 且 涉 及 参与 底 物 结合 和 催化 的 残 基 。 根 
据 本 文 的 研究 , 抗 性 二 化 旦 幼虫 AChE 的 Ka (AEE S 幼虫 的 1.7 fF, ALR 幼虫 的 对 氧 磷 
抑制 的 Is 是 S 幼虫 的 2 倍 ， 这 充分 说 明 R 幼虫 AChE 对 抑制 剂 的 敏感 度 有 所 降低 。 由 
于 了 R 幼虫 对 杀 蜡 硫 磷 的 抗 竹 仅 为 14.1 倍 ,该 品系 尚 属 杂 合子 状态 O 值 也 仅 为 1.79), 故 
AChE 丝 感度 仅 表 现 出 有 所 降低 ,估计 随 着 选择 压 的 增 大 会 表现 更 为 明显 ， 无 疑 抗 性 二 化 
晨 中 存在 变 构 的 AChE, (AR 幼虫 的 变 构 AChE 的 底 物 特异 性 以 及 R 和 S 幼 虫 AChE 
在 遗传 上 是 否 同 源 关系 等 ， 有 待 进一步 深入 研究 。 

BRER, TERNERA ERRESU FLADER: (C) REREH 
”的 增强 ; (2) MFO 活性 增高 和 0- 脱 甲 基 活 力 的 增强 ; (3) 乙酰 胆 碱 酯 酶 敏感 度 的 降 
低 。 由 此 可 见 , 二 化 蝇 对 杀 蜡 硫 磷 的 抗 性 是 多 因子 的 ,至 于 是 否 涉及 其 它 解 毒 酶 系 ， 如 谷 
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姨 甘 肽 转移 酶 等 ,或 表皮 穿 透 作用 等 方面 相关 尚 不 明确 ,有 待 于 继续 研究 。 
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THE MECHANISM OF RESISTANCE TO FENITROTHION 
IN THE RICE STEM BORER CHILO SUPPRES- 
SALIS WALKER 


Han Qifa Zhuang Peijun Tang Zhenhua 
(Shanghai Institute of Entomology, Acedemia Sinica Shanghai 200025) 


Abstract The mechanism of resistance to fenitrothion in the rice stem borer 
Chilo suppressalis Walker is comprehensively investigated. Resistant strain (R), ini- 
tiated from a field population, was selected successively by fenitrothion to the 7th 
generation and the resistant ratio was 14.1 as compared with that of the susceptible 
strain (S), which was obtained by selection with single-egg mass method. Syner- 
gism experiments showed that the synergistic ratio of DEF and PBO to fenitrothion 
in R strain were 1.3X and 34.8X, respectively. It suggested that resistance to fenit- 
rothion was partially associated with multiple function oxidase (MFO). Further- 
more, the activities of non-specific esterase, carboxylesterase (CarE) and MFO were de- 
termined in vitro. The results indicated that the activities of non-specific esterase 
in R and S strains showed no significant difference when using substrates of o-na- 
phthyl acetate and f-naphthyl acetate. But there was difference in the activity to 
CarE between R and S strains. The activities of CarE from the larvae of R strain 
with above-mentioned substrates (with 10‘ esterin) were 2.42-and 2.92-fold higher 
than that of S strain, respectively. The ratio of 0-demethylation activities of MFO 
extracts from R strain to that of S strain was found to be 1.43. The acetylcholi- 
nesterase (AChE) activities and the kinetic parameter, K„ and I, of paraoxon were 
also measured. The ratios of activities, K„ and l„ of R strain to that of S strain 
were 1.6, 1.7 and 2.0, respectively. It was apparant that the AchE in R strain have 
altered. 

From the results obtained, it is concluded that the onset of resistance to fenit- 
rothion in the rice stem borer is due to multi-factor including high activities of 
CarE, MFO, enhanced O-demethylation of MFO and insensitivities of AChE. 


Key words Chilo suppressalis, fenitrothion., resistant mechanism 


